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炎症性サイ ト カ イ ン に よ るイ ン タ ー ロ イ キ ン6遺伝子 の
活性化機構 こ プ ロ テイ ン キ ナ ー ゼ Aあ る い は
C を介さな い シグナ ル伝達系の関与
金沢大学が ん研究所病態生理部 く主任 こ 山本健 一 教授つ
見 供 克 之
く平成2年12月17 日受付つ
Infla m m ato rylym phokin e r egulato ry fa ctorくI LR Fl の 誘導 は ， 細胞 質 に 構成的 に 存在 す る
王L R F が inte rle ukin －1くIL－11ltu m or n ecr o sisfa cto rくT N Flの刺激 に よ っ て ， その 局在が 核内 に変化す
る こ と に よ っ て起 こ り ， タ ン パ ク質 の新た な合成 を必要と しな い ． 現在 の と こ ろ ， I し1ノT N Fレ セ プ
タ ー か ら核 内因子 ま で の シ グ ナ ル 伝達経路 に つ い て は ， あ まり 解明 され て い な い ． 本研 究 で は ， I し1ノ
T N Fに よ る I し 6遺伝子活性化 に お い て ， プ ロ テイ ン キナ ー ゼ A ， あ る い は ， プ ロ テイ ン キ ナ ー ゼ C が
関与 して い る か どうか を ， Chlo r a mphe nic ola c etyltr a n sfe r a s eくC A Tlア ッ セ イ に よ るI し 6遺伝子転写
活性の測定 ， ゲ ル 移動度 シ フ トア ツ セ イ に よ る I L R F の定量工 I し6 C A Tm e ss enger R N Aの 定量 に
よ っ て 調 べ た ． ま ず ， 線維 芽細胞 に お い て フ ォ ル ス コ リ ン や1 2－ 0．tetr adec a noylphorbol 13．a c etate
くT P Al で プ ロ テイ ン キナ ー ゼ A の経路 や プ ロ テイ ン キ ナ ー ゼ C の 経路 を活性化 し て I L R F の誘導 を調
べ たが 工L R Fの 著 しい 誘 導は み ら れ な か っ た ． プ ロ テイ ン キ ナ ー ゼ C の経路 が 用 い た細胞で 正 常 に 働い
て い る こ と は ， T PA 反応 エ レ メ ン トを プ ロ ー ブ に 用い て ， a Ctiv ato rpr otein －1くA P－11の誘導 をゲ ル 移
動度 シ フ ト ア ツ セ イ で 確認 した ． 次 に ， プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ A あ る い は C の阻害剤 の存在下 で 工し1ノ
T N F誘導効果 を検討 した ． そ の 結果， 阻害剤存在下で も I し1ノT N Fの シ グナ ル は ILR Fに 伝達 され 核
に 移行 し ， 工し 6遺伝子 の 転写 を活性化 した ． マ ウ ス 前B細胞 で は ， プ ロ テ イ ン キナ ー ゼ A や Cの 経路 を
介 して n u cle a rfa cto r－k BくN F－k Blが 誘導さ れ て い る こ と が 示 さ れ てい る ． しか し なが ら ． 今回 用 い た
線椎芽細胞 の ように リ ン パ 球以外 の 細胞で は 工し1ノT N Fの シ グ ナ ル は ， プ ロ テイ ン キ ナ ー ゼ A や Cの
経路以外 の 経路 を介し て核 へ 伝達 さ れ る可能性が 示 唆さ れ た ． 工し1ノT N F は複数の シ グ ナ ル 伝達経路 の
中か ら ， 細胞 様に よ っ て 異な っ た 経路 を選択 して IL R Fを含む N F－k B横転写因子 を誘導 し て い る と考
えら れ た ．
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生体は ， 感染 ， 組織傷害 ， 免疫異常 に 際 して ， マ ク
ロ フ ァ ー ジが inte rle ukin．1くI しい と tu m o r n e c r o sis
fa ctorくT N Fl を産生 して 炎症反応 や免疫系 を調節 し
て 恒常性 を保 っ て い る ． これ ら の サ イ ト カイ ン は ， そ
の 多様な 生物活性に よ っ て ． 生体防御機構 に お い て重
A bbr eviatio n s ニA P，1， a Ctiv ator protein －1i
D E A E， diethyla min o ethyl D M E M， Dulbe cc o
，
s
S ulfo xideニ D N A， de o xyribo n u cleic a cid三 D T T，
要な役割 を果た し て い るl ト41． 興味 深 い こ と に ， 工L－1
と T N F は 互い に 異な っ た レ セ プタ ー を介 し て細胞に
作 用 す る に も か か わ らず ． その 生物活性 は ， きわ め て
類似 して い る
2I
． た と え ば， 両 サイ ト カ イ ン は ， ル 1，
l し2， T N F，工し6，Iし8 な ど の サイ トカイ ン の 誘 導， 発
C A T， Chlor a mphe nic ol a cetyltr a nsfer asei
m odified e agle m ediu m三 D M S O， dim ethyl
dithiothr eitol三 D E T A， ethyle n edia min etetr
－
a a c etic a cidニ G T C， gu a nidine thio cya n ate 三 H E P E S， hydr o xyethylpiperadine
－ N，一2－
工し 6遺伝子活性化機構
熱活性 ， プ ロ ス タ グ ラ ン ジン 合成促進 ， コ ラ ー ゲ ナ ー
ゼ合成促進 ， C－ myC， C－fo s の 誘導な どの 共通 した 活性
を示 す
1 机
． こ の こ と は I L－1 と T N Fの 細胞内 シ グナ
ル 伝達機構 が非常 に 類似 し て い る か ， あ るい は ， 同 じ
経路 を介 し て い る可能性 を示 唆 して い る ．
Iし1ノT N Fの シ グナ ル が細胞内で ， どの よ う な経路
を介 して 核内の遺伝子 に 伝達さ れ て い る か と い う こ と
を調 べ るた め に ， 本研究 で は ， Iし1ノT N F で転写が活
性化さ れ る 工し 6遺伝子 を用い た 珊 ． 工し1ノT N Fの シ
グナ ル に 応答す る ル 6 遺伝 子 プ ロ モ ー タ ー 領域 内 の
シ ス ． エ レ メ ン ト は ， infla m m ato ry lymphokin e
re spo n siv e ele m e ntくI L R EJと 呼ば れ る ． IL R Eは ， 転
写 因 子 n u cle a rfa cto r－k BくN F－k BJ の 結 合 す る
D N A配列 と相同性 が高 い く図1J． ま た ， I L R Eに 特異
的 に 結合 す る 転写因 子 infla m m ato ry lym phokin e
r egulato ry fa cto rく1 L R FJは N F－k B と同 一 か ， あ る
い は
， 類似 タ ン パ ク 質と 考え ら れ ， 1 し1ノT N F の刺激
に よ っ て核内 に 移行す る7I．
N F．k Bは ， 免疫 グ ロ ブ リ ン k鎖の エ ン ハ ン サ ー ．
エ レ メ ン ト kB に 結合す る 転写因子 と して見 い 出され
た
8，
． B細胞や マ ク ロ フ ァ ー ジで は核 内 に 局在 し て い
るが ， そ れ 以 外の 細胞 で は細胞質に 局在 し て い て ． 刺
激 に応 じて 核内に 移行 して種 々 の 遺伝子 の転写 を活性
化 す る ． 図 1 に 示 す よ う に ， IL－6， Simia n viru s40
くS V 40J． 主要組織適合複合体くM HCl ク ラ ス I ， ク ラ
スII
，
工し2，1 し2 レ セ プ タ ー ， ダ イ ン タ ー フ ェ ロ ン な
どの 遺伝子 の 転写調節領域 に k Bエ ン ハ ン サ ー と相 同
性の 高 い シ ス ． エ レ メ ン トが あ る9，101． N F－k B は
， 細
胞質内で ． inh ibito r－k bく工k BI と結合 して不活性 の 状
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態 に あ る 川 ． 前 B 細 胞 の マ ウ ス 7 0 Zノ3 で は， 12．
0．tetr ade c a n oylpho rbol 13Ta C etateくT P Aンや フ ォ ル
ス コ リ ン の 刺激 で N F－k B が細胞質か ら 核 へ 移 行す る
こ と に よ っ て 誘導さ れ る 恥
2j
． N F－k B の核 へ の 移 行は ．
プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ A や Cに よ っ て Ik B がリ ン 酸化
さ れ て
，
N F－k Bが 解離す る こ と に よ っ て 起 こ る と 報
告さ れ て い る9 咽 ．
I し6遺伝子 の k B様 エ レ メ ン トくIL R Elと 結合す る
タ ン パ ク 質因子 は ， 細胞質内で不 活性 の状態 に あ り ，
D N A結合特異性 と細胞内局在に お い て N F．k Bと 区
別す る こ と は で き なか っ た7，． I L R F が N F．k Bと同 一
物質で あ るな ら ば ， ユし1ノT N F の刺激に よ る 工L R Fの
核内へ の を移行と そ れ に 続 く I し 6遺伝子 の 転 写活性
化 に お い て， プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ A や C が関与 して い
る可能性がある ． ま た ， I し1ノT N Fの シ グナ ル が プ ロ
テイ ン キナ ー ゼ A ある い は C の経路 を介す る場合が あ
る こ と も 報告さ れ て い る1211 梱
今回， リ ン パ 球 で は な く線維芽細胞 を 用 い て ． 工し
1ノT N Fに よ るI LR FくN F．k B横転写困刊 の誘導を調
べ た と こ ろ ， リ ン パ 球 に お け る N F－k B の誘導 と は異




． 試 薬 類
実験 に 使 用 した 試薬お よ び 酵素 は ， 下記よ り購入 し
た ．
制 限酵素 ， Kle n o wポ リ メ ラ ー ゼ エ く東洋紡 ， 大
阪hラ ジ オ ア イ ソ ト ー プ 標 識化 合物 くA m e r sha m ，
H － －6 ， lLR E
N トk Bりg， S V 40， H NI
M H C
lし2 r e c epto r
l し－ 2
P－inte rfe ron
Fig．1． Siqu e n s e of IL－6 I L R Ea nd r elated N F－k B
G G G A TT T T C C C
G G G A C T T TC C％
G G G G A T T C C CC
G GA A T C T C C C T
G G A T TT CA CC T
G G A AT T T C C CA
binding m otifs in the IL R E
く71， kIg ge n eく81， S V40 vir u sく391， ty Pe l hu m a nim m u n odeficie n cy viru s
く401， Cla s sI m ajo rhisto c o mpatibility com ple xくM H Cl ge n eく39I， IL－2 r e c epto r
ge n eく40J， IL－2 geneく10I， P －inte rfer o nge neく261．
etha n e s ulfo nic a cid三 H I V， hu m an im mu n odeficie n cy vir u sニ IkB， inhibitor－k B三 IL，
interle uki町 IL R E， infla m matory lym phokin e re spo n sive ele m e ntJ L R F， in fla m m atory
lymphokin e r egulatory fa ctor三 M H C， m ajor histo c o mpatibility com ple x三 N F－k B， n u Cle ar
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Bu ckingha rn Shir e，英 国王 poly くdI－d Cl． polyくdI－d Cl，
diethylamin o ethylくD E A Elザ キ ス ト ラ ン くP ha r m a ci
－
a ， Up ps ala ，ス ウ ェ
ー デンIi Br adfo rd 試薬くB io－ Red，
Richm ond，米 国H piper a zin e－ N ， N
，
－bis 2－etha n e s ul－
fonic a cidくPIP ESl く半井化学 ， 京都1 沖ル ム ア ミ ド ，
No nidet P－40くN P－401 くBethesda Res e a r ch Labo r－
ato rie s， Gaithe rsbu rg凍 国lニ dim ethyl－Sulfoxide
くD M S Ol， フ ォ ル ス コ リ ン ， ス ペ ル ミ ジ ン ， 12－0 －tetr
－
ade c a n oylpho rbol13．acetate くT P Al，リ ボヌ ク レ ア
ー
ゼ T lくSigm a， St． Lo uis，米 軌言チ オ シ ア ン酸 グ ア ニ ジ
ン tFluka， Bu chs，ス イ ス1iペ ニ シ リ ン ， ス ト レ プ ト マ
イ シ ン ， タイ ロ シ ン くFlo w， M cLe a n． 米 卸二塩化セ
． シ
ウ ム ， リ ボ ヌ ク レ ア
ー ゼ 阻 害剤 ． tra n sfer R NA
くtR N Al， T 7 ポ リメ ラ ー ゼ ． デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ
ア ー ゼ 工 ， リ ボ ヌ ク レ ア
ー ゼ A
，
プ ロ テ ィ ナ ー ゼ E
くBoehringe rMa n nheim ， Po stfa ch， 米国1の製品を使
用 し た ． 特 に 会社名 の 記載の な い 試 薬 は ， 和 光 純 薬
く大阪ナ の製品を使用 した ．
組 み換 え塾 ヒ ト 1 し1ぼ は 大 日 本製薬 の 山 田博 士 よ
り ， 組 み換 え型 T N Fぽ は旭化成の 伊藤博士 よ り供与
さ れ た ．
王工
． 細胞培養
マ ウ ス 線維芽細胞株 L細胞は Colten 博 士 よ り ， ヒ
ト子 宮頸が ん細胞株 HeLa 細胞は 中西博 士 よ り 供与
さ れ た ．




イ ー グ ル 培地 tDulbe c c o
，
s m odified eagle m ediu m，
D N E MJ く日水製薬 ， 東京1 に ， 56
O
C で30分間処理 して
非働化 した10％ ウ シ 胎児血清くGibc o， Ne w Yo rk ， 米
国1， 2 m M しグル タ ミ ン ， 0．2％炭酸水素 ナ トリ ウ
ム ， 5 0u nitslml ペ ニ シ リ ン ， 50JL glml ス ト レ プ ト マ
イ シ ン ， 5 0JL glml タイ ロ シ ン ， 2．5jL glml フ ァ ン ギ
ゾン を添加 して 用 い た ． 細胞 は ， 37
0
C で 5％ 二 酸化炭
素 ， 95％空気の気相中で培養 した ．
m ． I し6 遺伝子転写調節領域 を cblora mpbe mic ol
a c etyltr a n sfe r a seくC A Tナ構造遺伝子 に 接続 し
た組 み 換 え プ ラ ス ミ ドの 作 製
ヒ ト ル 6 遺伝 子 ゲ ノ ム ． ク ロ ー ン は ， Sehgal博 士
よ り 供 与 さ れ た ヒ ト I し6c o mple m e nta ry D N A
くCD N Al をプ ロ ー プと し て ， フ ァ ー ジ E M B L3 ゲノ
ム ． ライ ブ ラ リ ー く旭化成 ， 伊藤博士 よ り供与1か ら同
定 した ． 転写開始点 よ り 下流14塩基対 の X baI 消化
D N A断片 を ． C A T構造遺伝 子 を も つ プ ラ ス ミ ド
pB L C A T 3くSchu zt 博 士 よ り供．引 の X baI 部位に 正
方向に 組 み 込 ん で ク ロ ー ニ ン グ し た ■ こ の pル 6 C A－
T2．5 を H haI で切断し て ， pIL－6C A T 225く
－ 225塩基
対 句 ＋14塩基対ナ を作製 し た ． さ ら に ， Ba13 1ヌ ク レ
ア ー ゼ を用 い て pIL－6CA T 2 25 の 5
，
端 を 欠失さ せ て ，
pIL－6C A T D 59 とpI し6 C A T 72を作製 し た 一
合成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドは ， D N Aシ ン セ サ イ ザ
ー
くAp plied bio syste m， Fo ste r， 米国1で 合成 した ． 合成










lL－6C A T 5 91tL R E G GA T T T T C C C
Fig． 2． T he structu res of the I し6pro m oter a nd I L
－6 C A Tchim e ric pla s mids，
I し6 C A TJIL R E． Lo catio n s of the follwing cis
－ele m e nts a reindic atedニ C R E，
cA M Pre spon siv e ele m ent くfr o m－163to 158h D R， direct repe ats くfr o m
－128
to－1011i工L R E， infla m m afto ry lym phok in e r e spo n siv e elem e nt くfro m
－7 3to－63JI
TA T A， T A T A bo x ele m e nttfr om －32to －251－ T he m ajo rtr a n s c riptio ninitiatio n
site ofthe hu m a nI し6ge n eis indic ated by a ho riz o ntal arr o w什 1 － Synthetic
IL REくG G G A T T T T C C C Clis treated with kin a se， an e aled， a nd in se rted at the
Ba mH Isite し59l ofthe plas mid I L．6C A T 59， C re ating the pla s midI し6 C A T 591
工L R E．
fa ctor．k Bこ N P－40， n Onidet P－40 P M S F， phe nylm ethyls ulfonyl flu oridei R
N A
，
ribo n u cleic
acidi CR N A， C O mple m e ntary R N Aニ m R N A， m e S S e nger R N Aニ
S V 40， Simian vir us40芸
T N F， tu m O r n e CrO Sis fa cto ri T P A， 12－ 0
－tetr ade c a n oylpho rbol 1 3－ a C etate
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処理 した後 ， ア ニ ー リ ン グ し た ． さ ら に ， Kle n o wポ
リ メ ラ ー ゼ 工 に よ っ て 両 端 を 平滑末端 に 修復 し ，
Ba nHI リン か － く東洋紡1を接続 した ． Ba mH I部位 を
利用 し て ， 合成 I L R El個
， あ る い は 合 成 S V 40
k B l個 を pIL－6 C A T5 9の 5， 端 に 組 み 込 ん で T4
D N A リ ガー ゼ で 連結 して ， pI L．6 C A T 5 9 IL R Eく図
2J と pI L－6 C A T 59 S V 40 k Bを作製 した ．
n L プ ラス ミ ド D N Aの 細胞 へ の 導入
細胞 は D N A導入 の24時間前に ， 直 径1 0c m デ ッ
シ ュ あ た り 3 XlO
6個 ずつ 植 え た ． 以後 の 培地 は ， 全て
血清 を含ま な い D M E Mを使用 した ． D E A E－ デ キ ス ト
ラ ン 法 将 に よ っ て ， デ ッ シ ュ あ た り プ ラ ス ミ ド D NA
20p gノD E A E－デ キ ス ト ラ ン 混合液 2 ml E25m M tris
くhydroxylm ethylJ a min o m etha ne くTris卜 塩酸緩衝
液， pH 7■4，137m M 塩化ナ トリ ウ ム ， 5m M 塩 化カ リ
ウ ム
，
0■6m M リ ン 酸水素ナ トリ ウム ， D E A E－ デ キ ス
トラ ン の 最終濃度 ， 500ノJ gノmり を添加後 ， 室 温 で30
分間静置 し た ． 培地8 ml を加 え て
，
C O2イ ン キ ュ ベ ー
タ内で90分間静置 した ． 培地 を 吸引除去後 ， D N A導
入の 効率 を上 げる た め ， 10％ D M S O を含 む 培地 4
ml を加 え ． 室温 で 2 分間処理 し た ． D MS O除去後 ，
10ml の 培地 を加 え ， C O2イ ン キ ュ ベ ー タ ー 内で24時間
培養 し た ■ IL－1く21ngノmり あ る い は ， T N Fく34ngl
mり を加 え ． さ ら に24時間培養し た ． こ の細胞 を 回収
して C A T アッ セ イ あ る い は リボ ヌ ク レ ア ー ゼ ． マ ッ
ピ ン グ に 用 い た ．
V ． C hlo r a mphe nic ol a c etyltra rLSfe r a s eくC A TI
ア ッ セ イ
C A T アッ セ イ は ， Go r m a nらの 方法17，に 従 っ て 以
下の よ う に 行 っ た ． 直径10c m デ ッ シ ュ か ら回 収 し た
細胞 に80jL lの 0．25M Tris一塩酸緩衝乳 pH 7．8を 加
え ， 超音波処理 に よ っ て細胞膜 を破壊 し ， 細 胞抽出液
を調製 した － こ の 細胞抽出液 の タ ン パ ク 質濃度 は ，
Br ad fo rd 試薬で 定量 した ． タ ン パ ク質量 に 換算 し て
50 か ら200ノ上 g の 細 胞抽出液 を含 む1 2 0月1 の 反 応液
CTrisl塩酸緩衝液 ， pH 7 ．8， 0 ． 1JL Ci14C－ク ロ ラ ム
フ ェ ニ コ ー ル
，
4 m M ac etyl． c o e n zYm eAくCoAlj 中
で ， 37
0
C， 30分 間反 応 さ せ た ． 1 mlの 酢酸 エ チ ル を加
え て反応 を止 め ， ク ロ ラム フ ェ ニ コ ー ル 及 び ア セ ナ ル
化さ れ た ク ロ ラム フ ェ ニ コ ー ル を抽 出し た ． こ の 酢酸
エ チル 溶液 を真空乾燥 さ せ た ． 残漆 を20声1 の 酢 酸 エ
チル を加 えて 再び 溶か し ， シ リ カ ゲ ル の 薄層くM e r ck，
Rahw ay ， 米 国いこ ス ポ ッ ト し
，
ク ロ ロ ホ ル ム ニ メ タ
ノ ー ル く95二 51 の溶媒系で ， 40分 間展開 し た ． 展 開
後， 薄 層を風乾 し， X線 フ イ ル ム で オ ー ト ラ ジオ グ ラ
フ イ ー を行 い ， ア セ チ ル 化ク ロ ラム フ ェ ニ コ ー ル の 放
射活性 で CAT 活性 を測定 した ．
VI． ゲ ル 移動度シ フ トア ッ セ イ に よ る D NA 結合タ
ン パ ク 質の 同 定
1 一
光
P 標識 D N Aプ ロ ー ブ の作製
プ ロ ー ブ に 用 い た DN A 断片 は ， プ ラ ス ミ ド
pIL－6C A T72 の 5
，
端 を H indI工l で，3
，
端 を X hoI で 消
化 し て得た ■ IL R E を含 む こ の 断片 を くa －
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PJ－d C T P
を用 い て E le now ポ リ メ ラ ー ゼ 工 で 3
，
末 端標識 を
行 い ， 5 ％ポ リ ア クル ア ミ ド ゲ ル で電気泳動 を行 い 精
製 した ．
2 ． 核粗抽出液の調製
対照の抽出液 は無処理 の 細胞か ら
，
工し1， T N F処理
の 抽出液 は ， それ ぞ れ の サイ ト カイ ン で30分間刺激 し
た細胞か ら ， Dign a m らの 方法1の に 従 っ て 調製 した ．
約 108 個の 細胞を遠心 し て 集め，pho sphate buffe red
S alineくP B SJ に 懸濁 し洗浄後 ， 細胞容量の 5倍量 の 緩
衝液 A 仁1 0m M N－2－hydro xyethylpipera zin e－ N
，
－2－
etha n e s ulfo nic a cid，くH E P ESl， pH 7．9， 1．5m M 塩化
マ グ ネ シ ウ ム
， 1 0m M 塩 化 カ リ ウ ム ， 0 ． 5m M
dithiothr eitolくD T Tり に 懸濁 し， 4CCで10分間静置 し
た ． 以下 の 操作 は全 て 4
0
Cで 行っ た ． こ の 細胞懸濁液
を Do u n c e型 ホ モ ジ ナイ ザ ー くKonte s， V in ela nd， 米
酢 に 移 し ， Bペ ッ ス ル を20へ 30回往復させ
，
細胞 膜
を破壌 し た ■ 細胞破砕液 は500x g で 10分間遠心 し
，
核 と細胞質分画に 分離し た ．
細胞質分画に ， その 容量の0．11倍の 割合で緩衝液 B
く0．3M H E PE S， pH 7．9，1 ．4M塩化カ リ ウム ， 30m M
塩化 マ グ ネ シ ウ ム1 を加 え混 合後100，0 00x g で60分
間遠 心 し た ． 得 ら れ た 上 浦 を 緩衝 液 D 亡2 0m M
H E P E S， pH7．9，20％グ リ セ ロ ー ル
．
0． 1M 塩化カ リ ウ
ム
，
0 ． 2 m M ethyle n e．dia min etetr a a c etic a cid
くE D TAl， 0 ． 5 m M phenyl－ m ethylsulfo nyl flu o ride
くP M S Fン， 0－5m M D T Tj に 対 し て透析し て平 衡化 し
た ．
核分画 は ， 25，000X g で2 0 分間遠心 し ． 上 清の 細胞
質分画 を で き る だ け完全 に 取 り除 い て 得た ． 約1 08 個
の 細胞 か ら得 ら えた 核分画あ た り 500ノJl の 綬衡液 C
く10mM H E P E S， pH O．7，25％ グリ セ ロ ー ル
，
0．4 2M 塩
化ナ ト リ ウム
，
1．5 m M 塩化 マ グ ネ シ ウ ム
，
0 ． 2m M
E D T A，0 ．5m M PM S F，0．5m M D T Tナ を加 え ， ホ モ ジ
ナイ ザ ー を用 い て 核 を懸濁後 ， 30分間撹押し て 核 タ ン




， 得ら れ た 上 清を緩衝液 D に 対し 4 時間透析 し
て平 衡化 した ． 透析終了後 ， 核粗抽出液と細胞質抽出
液 は ， そ れ ぞ れ25
，
000x gで20分間遠心 し て沈殿 を除
去 した 1 抽出液の タ ン パ ク質濃度 を Br adfo rd 試薬 を
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用 い て測定 し ， 使 用 時ま で － 80
0
Cで 保存 した ．
3 ． ゲ ル 移動度 シ フ トア ツ セ イ
反応液19JLlく20m M H E P E S， pH 7．9，50m M 塩化
カ リ ウム
，
0．2m M E D T A，10％ グ リ セ ロ ー ル ， 2％ ポ
リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル く重合度500h2FL g pOlyくdI－dCl
．
polyくdI－d Cl， 1m M D T T， 3p g核粗抽出液ま た は 3
メ g 細胞質抽出掛 を水中で10分間反応さ せ た ． 次 に ，
こ の 反応液 に 1 月1 の 3
，
末端標識 DN A プロ
ー ブ
胸 1ng， 放射比活性2 へ 5 X lO
T
cpmlJL gl を加 え混
合 し ， 室温 で30分間反応さ せた 欄 ， こ の 反応液2伸 l を
4 ％ ポリ ア ク リ ル ア ミ ド ゲル を 用 い て ， 4
0
C ， 定電 圧
180 Vで 2 へ 3時間電気泳動 した ． 泳動 緩衝液 に は ，
22m M Tris－ ホ ウ酸緩衝液 を用 い た ． 泳 動後 ， ポ リ ア
ク リ ル ア ミ ド ゲ ル を Whatm a n3 M M ろ紙 に 移 して 乾
燥 さ せ ， X線 フ イ ル ム で1 卜 24時間オ
ー トラ ジ オ グラ
フ イ ー を行 い ， そ の プ ロ ー ブ の移動度 よ り D N A結合
タ ン パ ク 質の 同定 を行 っ た ．
Vll． II．－ 6C A Tm e s5 e nger ribo n u cleic a cid
くm R N AI の 定量
1 ． 組 み換 え プラ ス ミ ドの L細胞 へ の 導入
Ro u s s arco m a vir u sくR S Vl由来 の 構成的 な エ ン ハ
ン サ ー を C A T構造遺伝 子 の 5
，
端 に 接 続 し た
pR S V C A T 5JL g を ， pIL
－6CA T 59IL R E lOJJ g と と も
に 細 胞 に 導入 す る こ と に よ っ て ， 各 デ ッ シ ュ 間 の
D N A導入 の 効率 の逮も1を補正 で き る よ う に した ． プ
ラ ス ミ ド D N Aを 導入 し て か ら2 4時間後 ． 5 0声 M
E 7存在下 ま た は非存在下の細胞 を 工し1く21ngノml，
T N Fく34ngJ
，
ml で 2時間刺激 した ．
2 ． 全 R N A の調製
全 R N A の調製は ， Chirgwin らの 方法ぞに 従 っ て 以
下の よ う に 行 っ た ． 0．5％ラ ウ リ ル サ ル コ シ ル ナ ト リ
ウム ， 25m M クエ ン酸 ナ トリ ウ ム ， 0，1M 2－ メ ル カ プ
ト エ タ ノ ー ル を 含 む 4 M チ オシ ア ン 酸 グ ア ニ ジ ン
くgu a nidin e thio cya n ate， GT Cl 液， pH 7－ 0 ， 3 ml
に ， 回収 した L 細胞 を溶解 し た ． こ の G T C液中の
D N A を細胞破砕機 を 用 い て切断 した ． ペ ッ ク マ ン
く米E郡S W 50．1ポ リ ア ロ マ ー チ ュ ー ブに 2 mlの5 ．7M
塩化 セ シ ウム ， 0．1 M E D T A， 0．2％ ジ エ チ ル ピ ロ
カ ル ポ ネ ー ト ， pH 7．0 を入 れ， その 上 に 細胞 を溶解 し





後 ， 上 清 の タ ン パ ク 質 ， D N Aの 層を除去 し ， 沈殿 の
R N A を95％ エ タ ノ ー ル で 2 回 洗浄 した ． エ タ ノ ー ル
を 風乾後 ， R N Aを 0．3ml の 蒸留水 に 溶解 し ， 2 00
m M 塩化ナ トリ ウ ム ， 2．5倍容量の エ タ ノ ー ル を加 え ，
－ 20
0
Cで 保存 し た ．
3 ． リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ ． マ ッ ピ ン グ
供
I L．6C A T遺伝 子 の I L－ 6 遺 伝 子 プ ロ モ
ー タ ー
X baI 部位 く－2 2 5塩基 対1 か ら C A T構造遺伝 子
Ec oRI部位 什 250塩基珊 ま で の D NA 断片 を プラ ス
ミ ド pS P T1 8 に 組 み込 んだ ． H indII で消化 し た こ
の プ ラ ス ミ ド を 鋳型 と して ， T 7 ポ リメ ラ ー ゼ とくぽ －
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Pl－dU T Pを 用 い て c o mplem e nta ry R N AくCR N Al
を合成 した ． 全 R N A とCR N Aを ハ イ ブ リ ッ ド形成
さ せ た後 ， リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Aお よ び リ ボヌ ク レ ア
ー
ゼ T lに よ り 1本鎖部分 を消化 し た
2い
． 尿素 を含 む
6％ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル を用 い て電気泳動 し ，
オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ イ
一 に よ り 保 存 さ れ た 2 本鎖
R NA の 断 片を 分析 し た ．
成 績
I ． C A Tア ッ セ イ に お け るI L－6 C A T 59IIJR Eの 誘
導活 性の 検出
N トk Bの シ グ ナ ル 伝 達 と 比 較 す る 目的 で ，
I L，6 CA T 59に 合成 I L R E を接続 した 組み 換 え プ ラ ス
ミ ド を D E A E ザ キス ト ラ ン 法で ． マ ウ ス 線 推芽細胞
株 L細胞 に 導入 し た ． こ の 細胞 を そ れ ぞ れ 工し1く21
ngノml， T N Fく34nglml， T P Aく50nglml ， フ ォ ル ス
コ リ ン く10JL Mlで24時間刺激後 ， C A T清性 を測定し
た く図 31． I し6C A T 59 I L R E は， IL－1， T N F の刺激
で CA T 清性 の 上 昇を 示 し た ． I L R Eを 欠 く I L－6C一
Fig． 3． Neithe r T P An o rfo rskolin mimic sthe
I L－11T N Fa ctio n o ntheI L－6 C A Te xpr e ssion．
Test pla midsくIL－6 C A T 59IL R Ea nd I し6C A T
－
591 w e retra n sfe ctedinto L c ells， a nd the c ells
w e re stim ulated with IL－1 く21ngl ml， T N F
く34nglmlJ， T P Aく50nglml o rfo rskolin く10
p MJ fo r 24 ho u rs． C A Tactivitie s w er e
determin ed a nd e xpr es sed relativ e to the
ba sal C A Ta ctivityfr o mthe pla s mid I L
－6CA－
T 59工L R E， Which w a s set at a v alu e of l OO－
I し6遺伝子活性化機構
T lわ F
r．．－1 r．－ 1 n
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Fig． 4． Ele ctr opho r etic mobility shift a s s ay ． Nu cle a r e xtr a ctsfr o m u n stim ulated
く0 minl L cells o rfr o m c ells stim ulated with T N FくTl， T P AくTpナ offo rskolin
CFJfo r15 0 r120min w e re a n alyzed withthe pr obe spa n ning theI L－6 s equ e nc e
fr o m－73to ＋1 4く1a n e sd l．7I． Nu clear e xtra cts fr o m u n stim ulated くCI HeLa
C e11s o rfr o m c ells stim ulated with T PA， IL．1 m or T NF fo r30 min w e re
a n alyz ed with eithe r the I し6pr obe く1a ne s8－11l， the S V 40 kB pr obe くIa n es
12，15l o r the T P Ar espo n siv e ele m e nt CT R即 pr obe く16－191． DN Alpr otein
C O mplexe s of la n e sl－7 den oted I L R F．A tIAl a nd I L R F－B くI Bl that w as
C O mpetitive spe cific ally with e x c e ss u nlabeled IL RE． 1 A， but n ot N F－kB like
n u cle a rfa ctor， W a SPre S e nt C O n Stitutively ln the nu cle u s， altho ughIB which
W a S Simila rto N Fqk B w a spre s entin the cytopla s m a nd tr a nlo c ated to the
nu cle u s upo n stim ulatio n． T he a rr o w s of la n e s8－11a nd la ne s12－15 de n oted
IL R FID N Ac o mplex． The a r r o w of la n es16－19 de n oted A P－1ノD N Ac o mple x．
AT 59で は ， I Ll， T N Fの刺激 に よ っ て C A T活性は
上昇 し な か っ た ． I L－6 C A T59， I L．6 C A T 59 IL R Eと
も に T P Aに は 反応 しな か っ た ． フ ォ ル ス コ リ ン の 刺
激に 対 し て は ， 両 者と も に C A T活性の 上 昇が み と め
られ フ ォ ル ス コ リ ン の 刺激 に は ， 王L R Eは関係 ない こ
と が わ か っ た ■ こ の 結 果 か ら 線推芽細胞 に お け る
I L－11T N Fの シ グ ナ ル 伝達経路 は ， T P Aや フ ォ ル ス
コ リ ン の 刺激 に 置き 換 え る こ と が で き な い こ と が わ
か っ た く図 3ト
王工 ． ゲ ル 移動度 シ フ トア ッ セ イ に よ る 転写 因子 の 検
出
T P A やフ ォ ル ス コ リ ン の 刺激 で IL R F が核内に 誘
導さ れ る か どう か を 調 べ る 目的 で ゲ ル 移 動度 シ フ ト
ア ッ セ イ を行 っ た ． 図 4 と 図 5 に お い て
，
I L R Fと
IL R Eを含 む D N A断片の 複合体 は IB で 示 し た ．
ア ッ セ イ に 核粗抽出液 を用 い る と ， 工L RF は i し1く図
5I と T N Fく図 4 の 31 で誘導さ れ た ． 一 方 ， L細胞
を T P A やフ ォ ル コ リ ン で刺激 して も I L R Fに 相当す
る バ ン ドの 著 しい 誘導は み と め られ な か っ た く図 4 の
4 から 7ト ま た ， ヒ ト子 宮頸が ん細胞株 の HeLa 細
胞 に お い て も 同様 の 結果だ っ た く図 4 の8 か ら 9ト
IL－1 ま た は T N Fで HeLa 細胞 を 刺激 し た 場合 ，
IL R Fく図 4 の 8の 矢 恥 は誘導さ れ た が
，
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Fig．5． E ffe cts ofprotein kina s eC inhibito r s o n
the tra n slo c atio n of IL R F fro m the cytopla s m
to the nu cle u s． Nu cle a rくNl a nd cyto s olic くCJ
e xtr a cts fr o m u n stim ulatedくC O ntrOl L c ells or
fr o m cells tr e ated with IL－1く21nglmり fo r30
min in the pres e n c e o r abse n ce of H Aく50
JL MJ o rH 7く50JL MI w er e a n alyz ed with the
IL－6 pr obetfr o m－73to ＋1 41こ CytO SOlic e xtr a－
CtS W e r etr e ated with D O Ca nd N P－40prio rto
ele ctr opho r etic rn obility shift a ss ay， D N AI
PrOtein c o mple x e sde n oted IA a nI B a r e a s
de sc ribed in Fig． 4．
1 150
と ん ど誘導 さ れ な か っ た ． 1L R E と相 同性 の 高 い
SV40 のk Bエ レ メ ン ト く図11 を プ ロ ー ブ と し て ，
IL－1， T N F， T P A それ ぞ れ で刺激後 の HeLa 細胞の 核
粗抽出液 を用 い て ゲ ル 移動度シ フ トア ッ セ イ を行 っ た
く図4 の 12か ら151． ILR Eに 結合す る 因子 くI L R Fl と
同様 に ， k B エ レ メ ン トに 結合 す る 因 子 くN F．k BI も
I し1JIT NF で 誘導さ れ た く図4 の 13 と141が ， T P A で
は誘導さ れ なか っ た く図4 の1封．
次 に ， こ の 実験条件 で T PA に よ っ て プ ロ テイ ン キ
ナ ー ゼ C が活性化 さ れ て い る こ と を 確 か め る目的 で
a ctiv ato rpr otein －1くAP－1I の 誘 導 を調 べ た ． A P
－1
は ， プ ロ テ イ ン キ ナ
ー ゼ C の シ グ ナ ル 伝達経路の 核内
受容 タ ン パ ク 質で あ る こ と が 知 ら れ て い る
甜
． 図 4
の16， 17に 示 す よ うに ， HeLa 細胞 に お い て T P A の
刺激 で A Ptl は著明 に誘導され たく図 4 の17 の矢印ト
ま た ， 報告 され て い る よう に ， A P－1 は王し1く図 4 の
弼 や T NFく図 4 の川 に よ っ て も誘 導さ れ た ． A P
－1
が誘 導さ れ た こ とか ら ， T P Aで 細胞 を 刺激す る 実験
条件 が不適当で は ない こ とが確 か め ら れ た ．
H Lll R F誘導 に お け る プ ロ テ イ ン キナ ー ゼ 阻幸剤
の 影響
1 ． ゲ ル 移動度 シ フ ト ア ツ セ イ












Co ntrol lし1 T N F
Fig． 6． E ffe ct of H 7a nd H 80 n the a ctiv ation
of the I L－6 C A Tge n esby IL．1 and T N F．
A fte rtr a n sfe ctio n with I し6 C A T 591I L R E， Cells
w e r etr e ated with H7 0r H 8く50 p Mlfo r2
ho u rs． T he c ells w ere w a shed a nd e xpo sed to
I L－l or T N F fo r24 ho u r s． C A Ta ctivitie s
w er e e xpr e ss ed a s Fig． 3． N umber s abo v e
bla ck ba rくH 71 and shaded ba rくH 81indic ate
degre es of inhibitionby H 7a nd H 8r e spe ctiv
－
elyく％i nl1ibit o nJ． Wh ite ba rden otedthe C AT
a ctivity ofn o n etr e atm e nt with H 70 rH 8．
供
ロ ティ ン キ ナ ー ゼ 阻害剤 の影響を調 べ た ． 阻害 剤 H8
くNp亡2－くm ethyla min olethylj．5－is oquinolin e sulfo n a m．
ide dihydro chlo ridel は 主に プ ロ テイ ン キ ナ
ー ゼ A を
阻害す る ． H 7亡1．く5－is oquin olin e s ulfo ny1 －2－ m ethylp．
ipe r a zine dihydr o chlo rideコは主 に プ ロ テ イ ン キ ナ ー
ゼ C を阻害す る ．
図 5 に示 す よう に ， 対照で は 工L R FくI BI は細胞質
くCytO S Ol， Cいこ 局在 し ， 核 くn u cle a r extr a ct， Nl で
は
，
ほ と ん ど検出さ れ な か っ た 一 紙 胞質 で は N F－k B
は ， 1k B と複合体 を形成 し て 不活性 の状態 に あり ，
D N A結合能は な い こ と が知 ら れ て い る ． こ の 複 合体
は ， 界面 活性剤 で あ る0． 8％ s odiu m de o xycholate
のO Cl と0．75％ N P－40 で処理 す る こ と に よ っ て 解離
し D N A結合能が ゲ ル 移動度 シ フ トア ッ セ イ で 検出で
き るよ う に な っ た く図 5 の細胞質 ニ Cl． 図 5 の 工L R F
J Ul
罠覧諾猥
Fig． 7． E ffe ct of pr otein kin a s eC inhibito
r
くH 7lo nthe I L R E－depende nt a ctiv atio n ofthe
IL．6C A Tge n eby I し1 a nd T N F． L cells
w e r etr an Sfe cted with a mixtu r e of I L－6 C AT－
59I L R Ea nd pR S V C A Tpla s mids． Total
R N Aw a sprepa r ed fr o m u n stim ulated c ells
くCl， O rfro m c ells stim ulated fo r2 ho urs with
I L－1 く1 and T N FくTl in the pres en c e o r
absenc e of 50JL M H 7a nd w a s subje cted to
R Nase m ap ping a n alysis． I し6 C A Ta nd UI
refer to c o rr e ctlyinitiated I し6 CA Ttr a n s crip
－
ts a nd tr a n sc ripts initiated a n upstr e a mI L
．6
c ry ptic initiatio n site re spe ctiv elyニ C A
T
tr a n s c ripts de riv ed fro m R S V C A Ta r e also
indic ated．
1 し 6遺伝子活性化機構
ロBl の移動度 が細胞 質 くcyto s ol， CI で 核 くn u cle a r
extract， Nン よ り少 し速 く な っ て い るの は界 面晴性剤
の影響で あ る と 考 え られ る ． 無刺激 の 状態 で は99％以
上の I L R F は， 細胞 質 に 局在 し て い る が I し1や
T NF で刺激す る こ と に よ っ て ， 王LRF が核 内に 移行
す る こ と に よ っ て 工L R Fの 誘導が起 こ っ た と 考 えら れ
る ． ま た ， IL．1ノT NF の 刺激に よ る I L R Fの 核内 へ の
移行 は ， H 7に よ っ て顕 著な 阻害 を受 け な か っ た ．
2 ． C A T アッ セ イ
IL－6 C A T 59 IL R E を導入 した L細胞 を H 7 あ るい は
H 8 で 2時間， 前処理 した後 で 1 し1 ま た は T N Fを加
えて24時間培養 し た ． 細胞 を 回収 し ， 細胞抽出液 を調
製し ． C A T活性 を測定 し た く図 61． 1 し1の シ グナ ル
は， H 7， H 8 でと も に 約30％程度阻害さ れ た ． 一 方 ，
T N Fの シ グナ ル は ， プ ロ テイ ン キ ナ ー ゼ A や Cの 阻
害剤の 影響 を ほ と ん ど受 け な か っ た ．
3 ． リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ ． マ ッ ピ ン グ
C A T アッ セ イ に お け る ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ア セ
チル トラ ン ス フ エ ラ ー ゼ の 活性が ， 正 常 な転写開始点
より 合成さ れ た m RNA 量 を反映 して い る か ， 確 か め
るた め に リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ ■ マ ッ ピ ン グ を行 っ た ．
図 7 に 示 す よ う にI し6 C A T は， 2 時 間 の I し1ノ
T N Fの 刺激 で 著 し く誘導さ れ た ． ま た ， こ の I L－1ノ
T N Fに よ る I L．6 C A T の転写誘導 は ， プ ロ テイ ン キ
ナ ー ゼ 阻害剤 B 7に よ っ て 阻害され な か っ た ．
考 察
I し1や T N Fに よ る 工し6遺伝子 の 活性化 に お い て
工L R E と呼ば れ る I し6遺伝 子 プ ロ モ ー タ ー 領域 内の
シ ス ． エ レ メ ン ト が 重要 な働 き を し て い る こ と は
Shimiz u sらが示 してい る
7I
． IL R E は， N F－k Bの 結合モ
チ ー フ と 相同性が高い ． ま た ， IL R F は N F－k B横 国
子で も ある ． 本研究は ． L細胞や HeLa 細胞 の よ う な
リ ン パ 球 以 外 の 細胞 に お い て ， I し1ノT N Fに よ る
IL R Fの 核 へ の移行やI L R Eを介し た I し6 C A Tの 転
写誘導 に は ， プ ロ テ イ ン キナ ー ゼ A や C 以外の シ グ ナ
ル 伝達経路が関与 し て い る こ と を示 し た ． こ の 結 果
は
，
Zha ng らが 報告 し た 結果14124J と 一 致 し て い る ．
I し1J
ITN F は細胞内の cA M P量を 上 昇さ せ る が H 8
や過剰 な T PA 処理 に よ っ て プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ A や
C の 経路 を遮断 した 状態 で も
， 線 維芽細胞内在 のI し6
遺伝子 は誘導さ れ た ． 一 方 ， Sebgal ら は， 細 胞 に 内在
す る 王し6 遺伝子 の 工し1ノT N Fに よ る 誘導は H 7に
よ っ て 有効 に 阻害さ れ ると い う 異な っ た 結果 を得て い
る彷I ． 今 回 ， 工し1 に よ る 工し6 C A Tの 誘導活性 は ，
H 7や H 8に よ っ て ， 30％極度の阻害が み と め られ た
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く図6 の 工し1ト I し1に 関し て は ， プ ロ テイ ン キ ナ ー ゼ
A や Cの 経路 が 二 次的な役割 を し てる こ と が 示 唆さ れ
た ． T N Fの 誘導活性 は ， H 7 や H 8 の影響 をほ と ん ど
受 けな か っ た ． こ の こ と か ら T N F の i L R Eへ の シ グ
ナル は ， 線維 芽細胞 に お い て ， プ ロ テイ ン キナ ー ゼ A
や C と は異な る シ グ ナ ル 伝達経路が存在 して い る こ と
が 示 唆さ れ た く図 6の T N Fト I し1T N Fの シ グ ナ ル
に プ ロ テ イ ン キナ ー ゼ C が関与 す る か どう か に つ い て
は 一 致 し た 見解 が 得 ら れ て い な い 1 朋 ． 細 胞 質 の
I L RF の 核内 へ の 移行が IL－1ノT N Fに よ る IL．6 遺伝
子 の 活性化に 必要で あ る が ， H 7 や H 8処理 に よ っ て
も 1L R Fの 核 へ の 移行 を有効 に 阻害で き な か っ た く図
5ト N F－k B を誘導 し26，， l し6遺伝子 を活性化す る
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poly トC の 刺激は ． プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ C を活性化 し
な い こ と が 示 さ れ て い る
劫l
． これ らの 結果 は ， リ ン パ
球以 外の 細胞 に お い て ， 1し 1ノT N Fの シ グ ナ ル 伝達
経路 と し て プ ロ テイ ン キ ナ ー ゼ A や Cは 主 要な経路 で
は な い と い う こ と を示 し てい る ．
N トk B は
， 前B細胞株70 Zノ3の よ う な リ ン パ 系の
細胞 に お い て T P Aや フ ォ ル ス コ リ ン に よ っ て 誘導さ
れ る91L2J． L細 胞と HeLa 細胞 を A P．1 が有効に 誘導さ
れ る 実験 条件 で ， T P A処 理 し て も IL，6ILRE や
S V 40の D N A配列 に 特異的 に 結合す る N F－k Bは ，
ゲル 移動度 シ フ トア ツ セ イ に よ っ て検出す る こ と が で
き な か っ た く図り ． ま た ， CA T ア ッ セ イ で も 同様 の
結果 を得 た く図31． こ れ に 反 し ， Shir aka w aら は ，
70 Zノ3 を用 い て ， プ ロ テイ ン キ ナ ー ゼ A や C を活性
化 して N F－k王ヨの 核 へ の 移行 が誘導で き る こ と を示 し
た
13，
． さ ら に ， H 8処理 に よ っ て N F．k B の核 へ の移行
が 阻害で き る こ と を 示 し た ． 彼 ら の 結論 と し て ， 70 Z
ノ3 で は， 1し1の シ グナ ル は プ ロ テイ ン キ ナ ー ゼ A や
C を介 して N F－k Bに 伝達 され ると 考 えて い る ． こ れ
に 対 し ， L細胞や HeLa 細胞 で ， IL R Fの 核 へ の 移行
と CA Tレ ポ 一 夕 一 過伝子 の I L R Eを介 し た転写活性
に 基づ い て 調 べ た と こ ろ ， T P A やフ ォ ル ス コ リ ン の
シ グ ナル は
，
I し1 の刺激 に 置き換 え る こ とが 出来 る ほ
ど強 い も の で はな か っ た く図 3ト H 8 は， それ ら の 細
胞 に お ける 1 し1の シ グ ナ ル を十分に 遮断 し な か っ た
く図6J． 加 えて ， Osbo r nら は ， T P Aの 刺激 に 反応し
な い 細胞株 を用 い て
，
T N F処理 に よ っ て N F－k B が
誘導さ れ る こ と を示 し て い る乃I ． こ の 結果 は
，
T N Fの
作用 に は プ ロ テイ ン キ ナ ー ゼ C が関与 して い な い こ と
を示 唆す る も の で あ る ．
工し1 の シ グ ナ ル に お ける ， こ れ ら の 矛盾は 1 し1 レ
セ プ タ ー の 多様性 で説明で き るか も しれ な い ． 工し1 レ
セ プ タ ー は ， 線維 芽細胞 や T細胞上 の分子 と B細胞上
11 52 見
の 分子 で は抗原性や機能が異な る こ とが 報告 され てい
る3 り311． 前 B維ほ包上 の 王し1 レ セ プ タ ー は プ ロ テイ ン キ




一 方 ， T細胞上 の 工し1 レ セ プ タ ー は ， プ
ロ テイ ン キ ナ ー ゼ C 以外の経路 を介 して い る こ と が示
さ れ て い る 瑚 ． しか しな が ら ， す べ て の 工し1 シ グナ ル
に 関す る矛盾 を 1 し1レ セ プ タ ー の 多様性 で 説 明 す る
こ と はで き な い ． HeLa 細胞 を用 い て ， M a c chi ら
Ea n n oら
鉱1は著者 らと 一 致 した 結論 を導い てい る が ，
S．e n ら9や Nelse nら361は NF－k Bに 伝達さ れ る シ グ ナ
ル は プ ロ テイ ン キナ ー ゼ C の経路が 関与 して い る と考
え て い る ． 免疫 グロ ブ リ ン k鎖遺伝子 エ ン ハ ン サ
ー で
あ る kB を ブ ロ ー プと して 用 い た ゲ ル 移動度 シ フ ト
ア ッ セ イ に よ っ て検 出した N F－k B と， 免疫 グロ ブリ
ン エ ン ハ ン サ ー の k Bエ レ メ ン ト を 介 し た C A Tレ
ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 は ， い ずれ も 二HeLa 細 胞 を
T P Aで 刺激 す る こ と に よ っ て 誘導 さ れ た ．
一 方 ，
C ha mbo n ら の グ ル ー プ 瑚
51は同 じ HeLa 細胞 を 用 い
て ， SV 40エ ン ハ ン サ ー 内の k B エ レ メ ン ト に よ っ て
TP A は N F－k Bを有意に 誘導す る こ と はな か っ た ，
N F－k B横転写因子 の結合モ チ ー フ は ， 表 1 に 示 し た
よ う に 各遺伝子 に よ っ て 2 ， 3 の塩 基 で は あ る が 異
な っ て お り ， コ ン セ ン サ ス 配列 は な い ． N トk B横転
写因子 には 一 群 の タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー が あ っ て その
フ ァ ミ リ ー の 中の 異な る N トk B横転写因子 が 異 な る
シ グナ ル に反応 して各遺伝子 の 発現 を活性化 し て い る
可能性が考 え られ る ． 最近 ， N F－k B遺伝子 が 同定 さ
れ た
37旭 朗
． N F－k B は， 分子 量約5 0，00 0 の タン パ ク 質
くpE明 と分子 量約 軋 000 の タン パ ク質くp 瑚 か ら構成
さ れ て い るが ， い ずれ の タ ン パ ク 質も が ん 遺伝 子 の
マ ーr el の 遺伝子 産物 と相同性がある こ と が 示 さ れ た ．
工L－1 のシ グナ ル に 関し て は ， 研究 グル ー プ間で 一 致 し
た 見解が得 ら れ て い ない が ， L細胞 や HeLa 細胞 を用
い た 今回の結果 で は ， プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ C の経路 を
遮断 し た 実験条件 で も 工L R FくN F－k即 は ， l し1ノ
T N Fに よ っ て誘 導され る こ と が わ か っ た ． こ れ ら の
結果 よ り ， I し1ノT N Fに よ る 工L R Fの 誘導に は プ ロ テ
イ ン キ ナ ー ゼA や C は主要な経路で はな い こ と が 示 唆
され た ．
結 論
王し1ノT N F のシ グナ ル 伝達経路 を 工し6 遺伝子 を用
い て調 べ ， 次の 結論 を得 た ．
1 ． 線維 芽細胞に お い て ， 1 し1 や T N Fの シ グ ナ ル
は T P A やフ ォ ル ス コ リ ン の 刺激 に 置 き換 える こ と は
で き なか っ た ．
2 ． IL－1ノT N Fに よ っ て 核 内 に 誘導 さ れ る ILR F
は ， T P Aや フ ォ ル ス コ リ ン の刺激 に は反 応 し な か っ
た ．
3 ． 王し1ノT N F のシ グ ナ ル は プ ロ テ イ ン キナ ー ゼ阻
害剤 の存在下 で も ， 工L R Fに 伝達 され ， I し6遺伝子 を
活性化 した ．
4 ． リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ ． マ ッ ピ ン グ に よ っ て ，
C A T アツ セ イ の 結果が ， 正 常 な転写開始点 よ り合成
さ れ た IL．6C A Tm R N Aの 畳 を反映 して い る こ と が
確か め ら れ た ．
5 ． 以上 の結果 よ り ， 線 維 芽細胞 に お い て ， 工し1ノ
T N F のシ グ ナ ル は プ ロ テイ ン キ ナ ー ゼ A や C以外の
経路 を介 して I L R Fに 伝達さ れ ， 核内の IL R Eに よ っ
て 工し6 遺伝 子 を 活性化 して い る こ とが 示 され た ．
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